体外培养的间充质干细胞（mesenchymal stem cells, MSC）具有修复受损组织和调节免疫的潜能，现已广泛应用于临床再生医学领域[@b1]。低氧培养条件可为众多干细胞提供生长优势，能有效阻止干细胞提前衰老且保持未分化状态[@b2]--[@b4]。这些干细胞在体内定居于被称作"干细胞壁龛"的局部微环境中，其氧含量相对较低（约1%\~9% O~2~）[@b5]。同时，成熟的miR-155通过降解信使RNA从而调控靶基因的表达在MSC的增殖及其免疫调节的调控中发挥着重要作用[@b6]--[@b7]。本研究中我们通过转染miR-155于MSC中以提高其表达量，从而研究miR-155在低氧环境中对MSC免疫作用的影响以及可能的调节途径。

对象与方法 {#s1}
==========

1．研究对象：以我院产科连续7例足月顺产健康新生儿脐带标本为研究对象，材料的获得经我院伦理委员会批准且均获产妇知情同意并签署知情同意书。

2．主要试剂：DMEM/F12培养基、FBS及胰蛋白酶购自美国Gibco公司；has-miR-155模拟物（mimic）及相应的阴性对照（NC）均由上海吉玛制药技术有限公司合成；PCR引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成；Lipofectamine™ 2000转染试剂、opti-MEM培养基及TRIzol RNA提取试剂盒均购自美国Invitrogen公司；荧光染料（SYBR Green）实时定量PCR(RQ-PCR）试剂盒购自日本TAKARA生物公司；水合氯化钴（CoCl~2~·6H~2~O）及脂多糖（Lipopolysaccharides, LPS）均购于美国Sigma公司；RIPA裂解液购于北京普利莱基因技术有限公司；抗鼠HIF-lα多克隆抗体及细胞表面抗原均购于美国BD公司；抗鼠NOS2购于美国Santa Cruz公司；抗鼠β-actin购于北京中杉金桥生物技术有限公司；IL-6、IL-8、TGF-β ELISA试剂盒购于上海依科赛生物制品有限公司；SDF-1α ELISA试剂盒购于英国Abcam公司。

3．细胞制备及培养鉴定：参照文献[@b8]方法，利用脐带进行间充质干细胞的分离与培养。收获第3代细胞，PBS洗涤后制成细胞密度为1×10^6^/ml的单细胞悬液，分别加入CD29-PE、CD73-PE、CD90-PE、CD105-PE、CD31-PE、CD45-PerCP荧光标记的单克隆抗体各5 µl，室温孵育30 min，上流式细胞仪进行检测，采用Cellquest软件分析。每个样本至少分析10 000个细胞。

4．转染及干预：实验分为五组：设①空白对照组：未做任何处理的MSC；②阴性对照组：转染NC至MSC中并加入LPS；③miR-155组：转染miR-155 mimic至MSC中并加入LPS；④低氧对照组：转染NC至MSC中并加入含CoCl~2~ · 6H~2~O的培养基和LPS；⑤低氧miR-155组：转染miR-155 mimic至MSC中并加入CoCl~2~· 6H~2~O的培养基和LPS。取第3代对数生长期的MSC，以每孔2×10^6^个细胞接种于6孔板。24 h后弃去原培养基，用250 µl无血清opti-MEM培养基稀释5 µl Lipofectamine™ 2000两份；同时，分别用250 µl无血清opti-MEM培养基稀释终浓度均为40 nmol/L的miR-155 mimic及NC各5 µl，室温孵育5 min后，分别将上述两种混合液混匀，室温孵育20 min。将孵育好的转染试剂加入培养孔中（每孔500 µl），5 h后更换成原培养基。36 h后分别更换新的培养基和（或）含200 µmol/L CoCl~2~·6H~2~O培养基，并加入1 µg/ml LPS刺激MSC的免疫能力。培育24 h后收集细胞及上清。

5．RT-PCR检测miR-155转染效率：按照TRIzol说明书提取各组总RNA，用分光光度法检测RNA的浓度和纯度，按TAKARA说明书进行ploy A加尾及PCR扩增。反应条件：95°C变性10 s; 95 °C 5 s，60 °C 20 s，共40个循环；95 °C 60 s, 55 °C 30 s, 95 °C 30 s。以U6为内参照，通过2^−ΔΔCt^计算转染效率。每组均设3个复孔，实验重复3次。

6．RT-PCR检测IL-6、IL-8、诱导型一氧化氮合酶（iNOS）、SDF-1、TGF-β、低氧诱导因子1α（HIF-1α）DNA的表达：RNA提取同上，按说明书进行cDNA逆转录及PCR扩增。反应条件：95 °C变性30 s; 95 °C 5 s, 60 °C 32 s，共40个循环；95 °C 15 s，60 °C 1 min；95 °C 15 s。以GAPDH为内参照，通过2^−ΔΔCt^计算目的基因相对表达量。所有样本均设3个复孔，实验重复3次。

7．Western blot检测iNOS及HIF-1α蛋白表达：用RIPA裂解液提取总蛋白，BCA法进行蛋白定量。每泳道60 µg蛋白，100 g/L SDS-PAGE电泳分离后湿转至PVDF膜，摇床封闭1 h，加一抗4 °C封闭孵育过夜，洗膜，加相应二抗室温封闭孵育1 h，漂洗后用ECL显色，图像分析系统灰度扫描，以β-actin为内参照。

8．ELISA检测上清中IL-6、IL-8、SDF-1、TGF-β细胞因子的表达：根据说明书进行操作，分别进行SDF-1α、IL-6、IL-8、TGF-β的测定。所有样本均设3个复孔，实验重复3次。

9．统计学处理：采用SPSS 19.0软件进行统计学分析，数据以*x*±*s*表示，组间比较用单因素方差分析，两两比较采用LSD-*t*法。*P\<*0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．MSC的形态学观察及细胞表面抗原标志鉴定：从脐带组织中提取出的细胞形态类似于短的成纤维细胞，胞质丰富，核偏大，呈平行排列、旋涡状、网状、辐射状生长，细胞界限不清楚。CD29、CD73、CD90、CD105表达阳性，CD31、CD45表达阴性。证实分离获取的贴壁细胞符合MSC的特点。

2．miR-155的转染效率：miR-155组与低氧miR-155组miR-155相对表达量分别为54.447±8.361、118.833±1.845，均明显高于阴性对照组及低氧对照组（1.070±0.174及1.577±0.408），差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05），提示miR-155转染有效。低氧miR-155组miR-155表达水平也明显高于miR-155组（*P*值\<0.05），提示在低氧条件下，miR-155转染效率更高。

3．各组MSC中IL-6、IL-8、iNOS、SDF-1、TGF-β、HIF-1α mRNA的表达：与阴性对照组比较，miR-155组中IL-6、IL-8 mRNA表达上调（*P*值均\<0.01），iNOS mRNA表达下调（*P*\<0.01）。同时，低氧对照组中IL-6、IL-8 mRNA相对于阴性对照组上调，但差异均无统计学意义（*P*值分别为0.096、0.363），而iNOS mRNA表达下调（*P*\<0.01）。低氧miR-155组IL-6、IL-8 mRNA表达上调程度较miR-155组更为显著，差异有统计学意义（*P*\<0.01）；iNOS mRNA表达低于miR-155组，但差异无统计学意义（*P*= 0.980）。同时，低氧miR-155组、低氧对照组HIF-1α mRNA表达均高于阴性对照组（*P*\<0.01），且低氧miR-155组表达高于低氧对照组。而miR-155组SDF-1α、TGF-β mRNA表达与阴性对照组比较差异均无统计学意义（*P*值分别为0.587和0.052）；低氧对照组中SDF-1α、TGF-β mRNA表达与阴性对照组比较差异均无统计学意义（*P*值分别为0.277和0.885）；而与阴性对照组比较，低氧miR-155组SDF-1α、TGF-β mRNA表达均上调，差异有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### RT-PCR法检测各组间充质干细胞中IL-6、IL-8、iNOS、SDF-1α、TGF-β、HIF-1α mRNA的表达（*x*±*s*）

  组别            IL-6               IL-8              iNOS             SDF-1α           TGF-β            HIF-1α
  --------------- ------------------ ----------------- ---------------- ---------------- ---------------- ------------------
  阴性对照组      1.802±0.058        7.407±1.553       32.925±1.632     0.841±0.194      0.632±0.184      2.210±0.498
  miR-155组       24.201±1.536^a^    24.406±4.611^a^   0.151±0.035^a^   0.547±0.081      1.817±0.293^a^   6.965±1.301^a^
  低氧对照组      7.304±1.425        8.858±0.385       8.187±1.117^a^   0.244±0.117      0.569±0.063      45.093±3.371^a^
  低氧miR-155组   65.670±10.613^a^   35.537±2.285^a^   0.060±0.032^a^   5.690±1.655^a^   6.982±1.353^a^   102.965±4.449^a^

注：与阴性对照组比较，^a^*P*\<0.05。每组设3个复孔，实验重复3次

4．各组MSC中iNOS及HIF-1α蛋白的表达：结果见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。低氧对照组中HIF-1α蛋白较阴性对照组上调（0.430±0.007对0.164±0.002，*P*\<0.01），iNOS表达下调（0.425±0.004对0.612±0.043，*P*\<0.01）；同时，miR-155组中HIF-1α蛋白表达较阴性对照组上调（0.227±0.003对0.164±0.002，*P*\<0.01），iNOS蛋白下调（0.235±0.003对0.612±0.043，*P*\<0.01）；而低氧miR-155组中iNOS蛋白较miR-155组下调更为显著（0.087±0.002对0.235±0.003，*P*\<0.01），HIF-1α蛋白上调更为显著（0.440±0.006对0.227±0.003，*P*\<0.01）。

![Western blot法检测各组间充质干细胞中iNOS及HIF-1α蛋白的表达\
1：空白对照组；2：阴性对照组；3：miR-155组；4：低氧对照组；5：低氧miR-155组](cjh-37-08-671-g001){#figure1}

5．各组上清中IL-6、IL-8、SDF-1α、TGF-β细胞因子的表达：miR-155组中IL-6、IL-8细胞因子表达高于阴性对照组（*P*值均*\<*0.01），同时，低氧对照组中IL-6、IL-8细胞因子表达较阴性对照组差异无统计学意义（*P*值分别为0.392和0.347）。然而，低氧miR-155组IL-6、IL-8细胞因子上调较miR-155组更为显著（*P*值分别为*\<*0.01和0.021）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### RT-PCR法检测各组培养上清中IL-6、IL-8、SDF-1α、TGF-β细胞因子的表达（*x*±*s*）

  组别            IL-6（ng/ml）    IL-8（ng/ml）     TGF-β（ng/ml）   SDF-1α（pg/ml）
  --------------- ---------------- ----------------- ---------------- -----------------
  阴性对照组      2.833±0.475      9.738±0.404       0.345±0.037      25.359±2.455
  miR-155组       4.744±0.276^a^   18.396±0.236^a^   0.339±0.048      13.898±3.353^a^
  低氧对照组      3.140±0.094      10.357±0.493      0.462±0.028^a^   22.073±1.524
  低氧miR-155组   5.684±0.716^a^   23.357±0.520^a^   0.568±0.019^a^   24.609±2.584

注：与阴性对照组比较，^a^*P*\<0.05。每组设3个复孔，实验重复3次

与阴性对照组比较，miR-155组SDF-1α细胞因子的表达下调（*P*=0.022），而TGF-β细胞因子表达差异无统计学意义（*P*=0.846）；同时，低氧对照组中SDF-1α、TGF-β细胞因子与阴性对照组间差异亦无统计学意义（*P*=0.195），而TGF-β细胞因子上调（*P*= 0.01）；低氧miR-155组SDF-1α细胞因子的表达仍无明显变化（*P*=0.760），而TGF-β细胞因子表达上调（*P*=0.002），因此认为低氧培养条件及miR-155对细胞因子SDF-1α无明显影响，而低氧条件可以上调细胞因子TGF-β的表达（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

讨论 {#s3}
====

脐带作为MSC一种新的选择性资源，可大量扩增MSC[@b9]。但MSC在体内环境中与免疫炎症因子之间相互作用的机制还未被完全阐明。

MSC主要通过联系免疫应答方式抑制免疫反应[@b10]。Bartholomew等[@b11]发现，通过联系免疫应答，MSC能抑制淋巴细胞的免疫反应，从而抑制抗原提呈细胞成熟并减弱自然杀伤细胞的免疫功能。Le等[@b12]已成功应用MSC改善严重的移植物抗宿主病。miR-155位于人类21号染色体上原癌基因bic (B细胞集合基因簇）的非编码转录物中，通过结合RNA诱导的沉默复合物致mRNA降解或抑制[@b13]。Xu等[@b14]发现miR-155在接受炎症细胞因子刺激后发生巨大变化，并且通过抑制iNOS的表达来负向调控MSC的免疫抑制能力。然而，外界氧浓度（约20% O~2~）为体内壁龛氧浓度的4\~10倍[@b15]--[@b16]。近年大量研究表明，环境中高氧对MSC具有早期衰老、群体倍增时间较长、DNA损伤[@b17]--[@b18]和输注后低存活率等负面影响[@b19]--[@b20]，揭示了氧浓度能影响MSC的生物学特性，从而影响其生物安全性和治疗效应。而我们之前的研究也证实了CoCl~2~诱导的化学性低氧环境可促进MSC的增殖[@b21]。

根据前期实验结果，本研究我们用200 µmol/L CoCl~2~·6H~2~O模拟化学低氧环境，针对miR-155基因设计模拟物，通过Lipofectamine™ 2000转染入MSC细胞株后，miR-155基因表达上调，说明转染有效。本研究结果显示miR-155高表达组中免疫因子IL-6、IL-8的基因及细胞因子表达均上调，低氧环境下，其表达较miR-155组上调更高；而iNOS基因及蛋白表达在转染组中下调，低氧促进其下调；由此说明miR-155可抑制MSC的免疫抑制作用，低氧环境可促进miR-155的调节作用。一氧化氮是一种生物活性复合物，具有血管扩张效应且在MSC免疫抑制效应中具有重要作用[@b22]。iNOS是炎症刺激下产生的一氧化氮合酶（NOS）的一种亚型。进一步研究表明，iNOS基因上调时，IL-6及IL-8基因及细胞因子均下调，说明miR-155通过抑制iNOS的表达，从而负向调控MSC的免疫抑制能力，这与Xu等[@b14]的研究结果一致。HIF-1α的表达受O~2~依赖的羟基化作用调节，其羟基化可阻止HIF-1α与共活化剂的相互效应，从而导致HIF-1α泛素化与降解[@b23]。本研究中低氧环境HIF-1α基因及蛋白表达上调，IL-6及IL-8基因及细胞因子表达亦上调；低氧环境对iNOS亦具有负向调控作用，由此可推断低氧环境通过上调HIF-1α的表达，从而下调iNOS，由此促进miR-155的调节作用，这一推断我们将在下一步的研究中进行证明。SDF-1α对多种干细胞功能具有调节作用，包括迁移与分化[@b24]，其高表达可促进MSC归巢。TGF-β可诱导MSC迁移至受损组织，并促进这些细胞的动员[@b25]。在本研究中我们发现，当低氧条件与miR-155分别作为单一因素时，对SDF-1α、TGF-β基因的表达无明显影响；当两者共存时，SDF-1α、TGF-β基因表达上调，由此说明miR-155与低氧条件对SDF-1α、TGF-β基因的调节具有协同作用。

综上，我们探讨了miR-155在低氧环境中对MSC免疫抑制能力的调节作用，实验结果显示，低氧环境可促进miR-155上调MSC中的免疫因子，从而负向调控MSC的免疫抑制作用，其机制可能为通过上调HIF-1α而下调iNOS的表达，这为MSC输注中基因治疗靶点的选择提供了新思路。
